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Özet: Bu çal›flmada, ileride yap›lacak toksikolojik araflt›rmalar için temel kontrol verilerini sa¤lamak amac›yla eritrosit ve karaci¤er
dokusunda glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon redüktaz (GR) ve süperoksit dismutaz
(SOD) aktiviteleri ve redükte glutatyon (GSH) düzeyleri için referans de¤erlerini bulmak amaçlanm›flt›r. Ayr›ca, karaci¤er G6PDH
enziminin en iyi saklanma koflullar› saptanm›flt›r. Çal›flma kapsam›na karaci¤er bulgusu normal bulunan (histopatolojik veri) sa¤l›kl›
erkek Mus musculus (38) al›nm›flt›r. Eritrosit ve karaci¤er dokusunda G6PDH, GPX aktivitesi ve GSH düzeyi Beutler metoduyla, SOD
aktivitesi Fridovich metoduyla saptanm›flt›r. Eritrositte GR aktivitesi Beutler metoduyla, karaci¤er dokusunda GR aktivitesi Staal
metoduyla saptanm›flt›r. Eritrosit ve karaci¤er dokusunda enzimlerin ve redükte glutatyon düzeylerinin ortalama de¤erleri (SD)
s›ras›yla; G6PDH: 22,28 (3,53) Ü/g Hb, 2,38 (1,09) Ü/g karaci¤er; GPX: 134,88 (16,83) Ü/g Hb, 22,34 (4,70) Ü/g karaci¤er;
GR:7,23 (1,58) Ü/g Hb, 2,47 (1,31) Ü/g karaci¤er; SOD: 4062,94 (929,41) Ü/g Hb, 553,71 (214,25) Ü/g karaci¤er; GSH: 9,70
(1,64) µmol/g Hb, 0,94 (0,22) µmol/g karaci¤er bulunmufltur. Karaci¤er G6PDH enziminin en iyi saklanma koflullar›; +4ºC 'de 7
gün ve -70ºC ve -20ºC'de 30 gün olarak saptanm›flt›r.
Anahtar Sözcükler: Mus musculus, eritrosit, karaci¤er, antioksidan sistemler, referans de¤erler

Reference Values for Erythrocyte and Liver Antioxidant Systems in Healthy Male Mice
(Mus musculus)
Abstract: The aim of the present study was to define the reference values for erythrocyte and liver tissue glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH), glutathione peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR) and superoxide dismutase (SOD) activities and
also reduced glutathione (GSH) levels in order to obtain basal data for subsequent toxicological investigations. In addition, the best
storage conditions were determined for liver G6PDH enzyme. Male, apparently healthy Mus musculus (38) speciemens that had
normal livers (histopathological data) were included in the study. G6PDH and GPX activities and GSH levels were measured by the
Beutler method, and SOD aktivity was measured by the Fridovich method in the erythrocyte and liver tissues. GR activity in the
erythrocyte was measured by the Beutler method, and GR activity in the liver was measured by the Staal method. The mean value
(SD) of the levels of the enzymes and reduced glutathione in erythrocyte and liver tissues were as follows: G6PDH: 22.28 (3.53)
U/g Hb, 2.38 (1.09) U/g liver; GPX: 134.88 (16.83) U/g Hb, 22.34 (4.70) U/g liver; GR:7.23 (1.58) U/g Hb, 2.47 (1.31) U/g
liver; SOD: 4062.94 (929.41) U/g Hb, 553.71 (214.25) U/g liver; and GSH: 9.70 (1.64) µmol/g Hb, 0.94 (0.22) µmol/g liver. The
best storage conditions for the liver the G6PDH enzyme were seven days at +4 ºC, thirty days at -70 ºC and thirty days at -20 ºC.
Key Words: Mus musculus, erythrocyte, liver, antioxidant systems, reference values

Girifl
Yaflayan organizmalar için önemli bir komponent olan
oksijen (02) "serbest oksijen radikalleri (SOR)" olarak
bilinen reaktif türlerini (süperoksit anyonu, hidrojen
peroksit
ve
hidroksil
radikali)
birçok
kez
üretebilmektedir. Bu radikaller 02'nin suya redüksiyonu
ile oluflmaktad›r. Normalde bu radikallerin üretimi yavafl

olup, ortamdan hücre içerisinde bulunan "serbest radikal
temizleyicileri (SRT)" taraf›ndan yok edilir. SRT'nin bir
grubunu enzimatik antioksidanlar [glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PDH), süperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon
redüktaz (GR)], di¤er grubunu non-enzimatik
antioksidanlar [redükte glutatyon (GSH), ürik asit,
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vitamin E,C,A] oluflturmaktad›r (1,2). Bununla birlikte,
SOR miktarlar› yafllanma, infeksiyon, radyasyon, kanser,
ateroskleroz ve yaralanma gibi çeflitli patofizyolojik
durumlarda artmaktad›r (3).

konulduktan sonra bafllat›l›r. 340 nm dalga boyunda ›fl›k
yolu 1cm olan kuvars küvetlerde 5 dakika süreyle her 2,5
dakikadaki
absorbans
de¤iflimi
izlenerek
gerçeklefltirilmifltir.

Bu çal›flma insan genetik yap›s›na benzerlik gösterdi¤i
bilinen Mus musculus'ta eritrosit ve karaci¤er antioksidan
sistemlerinde referans de¤erlerin belirlenmesi,
toksikolojik çal›flmalara temel kontrol verilerini sa¤lamak
amac›yla yap›lm›flt›r.

Süpernatantta GR aktivitesi Staal yöntemiyle
saptanm›flt›r (6). Reaksiyon kar›fl›m› 1 ml'lik total
volümde 900 µl 100 mM Na-P tampon pH 6,8 içinde
1mM NADPH ve 1mM GSSG'den oluflan substrat ve 100µl
enzim içeren süpernatant’tan oluflmufltur. Tepkime
37ºC’de enzimin NADPH varl›¤›nda GSSG'yi redüklerken
oluflan NADP'nin 340 nm dalga boyunda ›fl›k yolu 1cm
olan kuvars küvetlerde 5 dakika süreyle her 2,5
dakikadaki
absorbans
de¤iflimi
izlenerek
gerçeklefltirilmifltir.

Materyal ve Metot
Çukurova Üniversitesi T›bbi Deneysel Cerrahi
Araflt›rma Merkezi’nde (TIBDAM) üretimi ve bak›m›
yap›lan, sa¤l›kl› görünen ve hiç bir hastal›¤› olmayan 4
ayl›k, 30-40 g a¤›rl›¤›nda 38 erkek M.musculus referans
bireyler olarak seçilmifltir. Referans bireyler Uluslararas›
Klinik Biyokimya Federasyonu’nun (IFFC) belirledi¤i sa¤l›k
kriterlerine uygun olarak seçilmifltir (4).
Kan örnekleri, farelerin kalbinden al›narak 1mg/ml
EDTA içeren tüplere konmufl ve yap›lacak deneyin çeflidine
göre hemolizat haz›rlanm›flt›r. Karaci¤er doku örnekleri
ise al›n›r al›nmaz so¤uk %1,15 KCI (Merck) ile 1:5
oran›nda (w/v) homojenizatörde (Heidolph 50110 R2R0)
15-20 dakika homojenize edilmifltir. Homojenatlar
14000 rpm’de +4 °C’de 30 dakika santrifüj (Sorvall RC
2B) edilerek süpernatantta enzim aktivitelerine ve GSH
düzeylerine bak›lm›flt›r.
G6PDH aktivitesi, süpernatant ve hemolizatta Beutler
yöntemiyle saptanm›flt›r (5). Reaksiyon kar›fl›m› 3 ml' lik
total volümde 0,3 ml 1 M Tris-HCI pH 8,0 tampon, 0,3
ml 6mM glukoz-6-fosfat (G6P), 0,3 ml 2mM nikotinamid
adenin dinükleotid fosfat (NADP), 0,3 ml 0,1M MgCI2,
belirli miktarda saf su ve enzim içeren süpernatant ya da
hemolizattan oluflmaktad›r. Tepkime, 37ºC’de enzim
taraf›ndan indirgenen 1µmol NADP'nin 340 nm dalga
boyunda ›fl›k yolu 1cm olan kuvars küvetlerde 10 dakika
süreyle her 5 dakikadaki absorbans de¤iflimi izlenerek
gerçeklefltirilmifltir.
Hemolizatta GR aktivitesi Beutler yöntemiyle
saptanm›flt›r (5). Reaksiyon kar›fl›m› 1ml'lik total volümde
50µl 1M Tris-HCI, pH 8,0 tampon, 10µl flavin adenin
dinükleotid (FAD) ve belirli miktarda saf su ve enzim
içeren hemolizat 37ºC’de 10 dakika inkübe edilecek
100µl okside glutatyon (GSSG) konur ve tekrar 37ºC’de
10 dakika inkübe edilir. Reaksiyon 50µl 2mM redükte
nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH)
506

GPX aktivitesi süpernatant ve hemolizatta Beutler
yöntemiyle saptanm›flt›r (5). Reaksiyon kar›fl›m› 1 ml' lik
total volümde 100µl 1M Tris-HCI pH 8,0 tampon, 20µl
0,1M GSH, 100µl 10U/ml GR, 100µl 2mM NADPH ve
belirli miktarda saf su ve enzim içeren hemolizat ya da
süpernatant 37ºC’de 10 dakika inkübe edildikten 10µl
7mM t-butil hidroperoksit konulduktan sonra bafllat›l›r.
Tepkime, 37ºC’de enzim taraf›ndan oksitlenen 1µmol
NADPH'›n 340 nm dalga boyunda ›fl›k yolu 1cm olan
kuvars küvetlerde 10 dakika süreyle her 5 dakikadaki
absorbans de¤iflimi izlenerek gerçeklefltirilmifltir.
SOD aktivitesi süpernatant ve hemolizatta Fridovich
yöntemiyle saptanm›flt›r (7). SOD aktivite tayini için
süpernatant 1:65 oran›nda ya da hemolizat 1:20
oran›nda 0,01M fosfat tampon pH 7,0 ile dilue edilir, bu
dilüsyonda aktivite tayini yap›l›r. Reaksiyon kar›fl›m› 1ml'
lik total volümde 25µl enzim içeren süpernatant ya da
hemolizat, 850µl ksantin ve INT (p-iyodonitrotetrazoliyum
viyolet) içeren mix substrat ve 125µl ksantin oksidazdan
oluflur. Kör de t›pk› numune gibi haz›rlan›r fakat örnek
yerine fosfat tamponu konur. Tepkime, 37ºCde ›fl›k yolu
1cm olan kuvars küvetlerde numunenin 37ºCde, 505 nm
dalga boyunda havaya karfl› ilk 30 saniyedeki bafllang›ç
absorbanslar› (A1) okunur. Ayn› anda kronometre
çal›flt›r›larak 3 dakika sonra son absorbanslar› (A2)
tekrar okunur ve de¤erler standart e¤riden
de¤erlendirilir.
GSH düzeyi süpernatant ve hemolizatta Beutler
yöntemiyle saptanm›flt›r (5). Reaksiyon kar›fl›m› 10 ml'lik
total volümde 2,0 ml filtrat, 8 ml fosfat tampon ve 1,0
ml DTNB (5,5'dithiobis 2-nitrobenzoic acid) 'den
oluflmaktad›r. Kör 1,2 ml presipite edici solüsyon, 0,8 ml
distile su, 8 ml fosfat tampon ve 1 ml DTNB'den
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haz›rlanmaktad›r. Spektrofotometrede 412 nm dalga
boyunda DTNB öncesi ve DTNB sonras› absorbanslar
okunarak de¤erler standart e¤riden de¤erlendirilmifltir.
Hemolizatta
hemoglobin
(Hb)
miktar›,
syanomethemoglobin yöntemiyle saptanm›flt›r (5).
Yöntemde, kana p›ht›laflmay› engelleyen % 1’lik heparinli
tüplere kan al›nm›flt›r. Hemoglobin tayininde, 5 ml
drabkin üzerine 20 mikrolitrelik heparinli kan
eklenmifltir. Bu flekilde 10 dakika bekledikten sonra
spektrofotometrede (Bausch and Lomb. Spectronic 20)
540 nm dalga boyunda örnek içermeyen drabkine karfl›
okunmufltur.
Dokular›n histopatolojik incelenmesi için doku kesitleri
%10’luk formaldehidde (Merck) fikse edilmifl ve rutin
ifllemlerden sonra 5 µm kal›nl›¤›ndaki doku kesitleri
Harris hematoksilen-eosin boyas› ile boyanarak ›fl›k
mikroskobunda de¤erlendirilmifltir (8). Bu çal›flmada
karaci¤er histopatolojisi normal olan denekler
kullan›lm›flt›r.
Referans de¤erlerin belirlenmesinde IFFC taraf›ndan
önerilen istatiksel yöntemler kullan›lm›flt›r (4).
Çal›flmam›zda elde edilen tüm verilerin istatiksel
analizlerinde SPSS (Version 6.0) istatistik pro¤ram›
kullan›lm›flt›r.

Bulgular
Referans bireylerine ait normal karaci¤er olgusu fiekil
1’de gösterilmifltir. Tablo 1 ve 2’de M. musculus eritrosit
ve karaci¤er dokusunda antioksidan sistemler için
referans de¤erler (%95 güvenirlilik aral›¤›nda, X±2SD)

sunulmufltur. Eritrosit ve karaci¤er dokusunda en yüksek
antioksidan enzim aktivitesi ve antioksidan düzeyi
s›ras›yla; SOD, GPX, G6PDH, GR ve GSH’d›r. Eritrosit ve
karaci¤er dokusu antioksidan sistemlerin M. musculus
bireyleri aras›nda farkl›l›k gösterdi¤i gözlenmifltir. M.
musculus bireyleri aras›nda en büyük farkl›l›k karaci¤er
SOD enzim aktivitesinde görülmüfltür.
Karaci¤er G6PDH enzim aktivitesi, +4 ºC, -20 ºC, -70
ºCde günlere ba¤l› olarak farkl›l›k gösterdi¤i varyans
analizi ile saptanm›flt›r (p<0,05). fiekil 2’de, G6PDH
enzim aktivitesinin +4 ºC 'de 7 gün, -20 ºC ve -70 ºCde
ise 30 gün dayand›¤› görülmektedir.
Tart›flma
Bu çal›flmada, karaci¤er histopatolojik bulgusu normal
olan sa¤l›kl› M. musculus bireylerin eritrosit ve
karaci¤erinde G6PDH, GR, GPX ve SOD aktivitelerinin ve
GSH düzeylerinin toksikolojik çal›flmalar için gerekli
referans de¤erler elde edilmifltir. Çal›flmam›zda, eritrosit
ve karaci¤er antioksidan sistemlerinin ayn› tür içindeki
bireyler aras›nda farkl›l›k gösterdi¤i gözlenmifltir. Ayn› tür
içindeki en büyük farkl›l›k karaci¤er SOD enzim
aktivitesinde görülmüfltür. Yüregir ve ark. (9) insan
eritrosit G6PDH aktivitesinin, ‹nal ve ark. (10) ise insan
eritrosit GSH düzeyinin bireyler aras›nda farkl›l›k
gösterdi¤ini bildirmifllerdir. Ayn› flekilde Delebar ve ark.
(11) ayn› fare türü içindeki bireyler aras›nda SOD
aktivitesinin de bireyler aras›nda farkl›l›k gösterdi¤ini
bildirmifllerdir. Fare bireyleri aras›ndaki farkl›l›¤a,
antioksidan enzimlerinin mRNA stabilitesi, transkripsiyon
farkl›l›¤› ve özellikle eritrosit G6PDH aktivitesini
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Tablo 1.

Mus musculus eritrosit antioksidan sistemlerde referans de¤erler ve referans de¤erlerin belirlenmesi için yap›lan istatiksel analiz sonuçlar›.
N

X

SD

SE

Medyan

range

min-max

Referans De¤erler

G6PDH

38

22,28

3,53

0,57

21,84

13,30

15,70-29,00

15,22 - 29,34

GPX

38

134,88

16,83

2,73

135,50

59,00

106,00-165,00

101,22 - 168,54

GR

38

7,23

1,58

0,25

7,45

4,86

5,00-9,86

5,65 - 10,39

SOD

38

4062,94

929,41

150,77

3964,50

3439,00

2578,00-6017,00

2204,12 - 5921,76

GSH

38

9,70

1,64

0,26

9,56

5,90

7,00-12,90

6,42 - 12,98

G6PDH, GR, GPX ve SOD aktiviteleri Ü/g Hb, GSH düzeyi µmol/g Hb birimleri olarak verilmifltir.

Tablo 2.

Mus musculus karaci¤er antioksidan sistemlerde referans de¤erler ve referans de¤erlerin belirlenmesi için yap›lan istatiksel analiz sonuçlar›.
N

X

SD

SE

Medyan

range

min-max

Referans De¤erler

G6PDH

38

2,38

1,09

0,17

2,22

4,16

0,38-4,54

0,2 - 4,56

GPX

38

22,34

4,70

0,76

21,97

16,05

15,08-31,13

12,94 - 31,74

GR

38

2,47

1,31

0,21

2,12

4,60

0,38-4,98

0 – 5,09

SOD

38

553,71

214,25

34,75

567,50

707,00

205,00-912,00

125,21 - 982,21

GSH

38

0,94

0,22

0,03

0,92

0,76

0,66-1,42

0,5 - 1,38

G6PDH, GR, GPX ve SOD aktiviteleri Ü/g karaci¤er, GSH düzeyi µmol/g karaci¤er birimleri olarak verilmifltir.

düzenleyen Gdr-1 ve Gdr-2 olarak adland›r›lan allel
genlerin etki etti¤i ileri sürülmüfltür (12). Bu farkl›l›klar›n
organizmalar›n ayn› yaflam koflullar›na farkl› cevap
verdikleri ile ilgili olabilece¤i ve bu konudaki bilgilerin
çevre ve insan biyoloji ve toksikoloji dallar›nda yararl›
olabilece¤i düflünülmektedir. Antioksidan sistemler tür,
organ, yafl, cinsiyet ve çevresel faktörlerden
etkilenmektedir (13). Çal›flmam›zda M. musculus’taki
antioksidan enzim aktiviteleri ve GSH düzeyleri en fazla
eritrositte, en az karaci¤erde bulunmufltur. Rattus
norvegicus’ta SOD aktivitesinin en fazla karaci¤erde, en
az ince barsakta oldu¤u bildirilmifltir (14). M. musculus’ta
GSH miktar›n›n en fazla karaci¤erde, en az kalpte (15) ve
M. musculus’ta G6PDH aktivitesinin en fazla eritrositte,
en az karaci¤erde oldu¤u bildirilmifltir (12). Bu durum,
M. musculus’ta eritrosit antioksidan aktiviteyi regüle eden
allel genlerin bulunmas›, karaci¤erde ise bu tip genlerin
bulunmama olas›l›¤› ile aç›klanabilir (12). Sonuç olarak,
bu çal›flmada M. musculus’ta eritrosit ve karaci¤er
antioksidan sistemlerde belirlenen referans de¤erler ve
ayn› tür içindeki farkl›l›klar›n toksikolojik araflt›rmalarda

508

oksidatif hasarla ilgili olarak yap›lacak yeni çal›flmalara ›fl›k
tutaca¤› düflünülmektedir.
Karaci¤er G6PDH aktivitesi +4 ºC, -20 ºC ve -70 ºCde
günlere ba¤l› olarak farkl›l›klar göstermifltir. G6PDH
enziminin en iyi saklanma koflullar›; +4 ºC 'de 7 gün, -20
ºC ve -70 ºC'de 30 gün olarak saptanm›flt›r. Enzim +4
ºCde 7. günde %32,1 oran›nda aktivite gösterirken, 30.
günün sonunda +4 ºC, -20 ºC ve -70 ºC'de s›ras›yla %0,
%55,93 ve %72,98 oran›nda aktivite gösterdi¤i
saptanm›flt›r. Frederiks ve ark. (16) s›çan karaci¤er
G6PDH enzim aktivitesinin –20 ºC’de 7 günden fazla
dayand›¤›n› bildirmifllerdir. Bu sonuçlar ›fl›¤›nda, karaci¤er
G6PDH enzim aktivitesinin en iyi saklama koflulunun -70 ºC
oldu¤u, dokular›n bu ortamda saklanarak zaman›nda
yap›lamayan analizlerin daha sonraki zamanlarda da
yap›labilece¤i ortaya konmufltur.
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